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Wpływ fluorostygminy na poziom kwasu y-aminomastowego i aktywność 
dekarboksylazy glutaminowej w mózgu szczura 


BiIMAHKE CWJIYOPOCTKTMMKHA Ha yPOBeHb Y-AMKHOMACJAHOŃ KKCJIOTBI M AKTUBHOCTE 
TJIIOTaMMHOBOŃ NeKapOOKCMIIAa3BI B MO3Te KDBICBI 


The Influence of Fluorostigmine on the y-aminobutyric Acid Level and Glutamate 
Decarboxylase Activity in a Rat’s Brain 


Kwas y-aminomastowy (GABA) spełnia w OUN ssaków rolę neuro- 
przekaźnika hamującego (9). Podany dokomorowo wywiera efekt ochron- 
ny w drgawkach pentetrazolowych i elektrycznych. Podobne efekty uzy- 
skuje się po zastosowaniu hydroksylaminy i kwasu aminooksyoctowego 
(AOAA), substancji będących inhibitorami aminotrasferazy aminomaśla- 
nowej (GABA-T, E.C.2.6.1.19) i podwyższających na tej drodze poziom 
endogennego GABA (2). Po podaniu obwodowym GABA nie obserwuje 
się działania przeciwdrgawkowego, występuje natomiast niedomoga mięś- 
niowa, zaburzenia oddychania i sedacja (10). Te różnice w działaniu za- 
leżne od drogi podania wynikają ze słabej penetracji GABA przez barierę 
naczyniowo-mózgową. 

Z jednej strony Svenneby i Roberts (13) stwierdzili, że bi- 
kukulina, znosząca ośrodkowe efekty GABA, jest jednocześnie kompe- 
tycyjnym inhibitorem esterazy acetylocholinowej (AChE, E.C.3.1.1.7) i że 
swój wpływ na układ GABA-ergiczny wywiera poprzez pobudzenie ukła- 
du cholinergicznego. Z drugiej strony stwierdzono (5), że podamie GABA 
do komory bocznej mózgu szczura powoduje znaczny wzrost syntezy i po- 
ziomu acetylocholiny (ACh). W świetle tych danych wydało się intere- 
sujące zbadanie wpływu fluorostygminy (DFP), będącej nieodwracalnym 
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inhibitorem AChE, a takze toksogoniny — reaktywatora tego enzymu 
oraz atropiny, blokującej receptory cholinergiczne muksarynowe M, na 
poziom GABA i aktywność dekarboksylazy glutaminowej (GAD, E.C.4.1. 
1.15) w mózgu szczura. 


MATERIAŁ I METODY 


Doświadczenia przeprowadzano na szczurach, samcach szczepu Wistar, o ciężarze 
ciała 180—220 g. Wykonano szereg badań. 


1. Oznaczanie poziomu GABA w mózgu 


DFP stosowano i.p. w roztworze wodnym w dawkach odpowiadających 1/2, 
1/5, 1/10, 1/20 i 1/40 jego LD; U części zwierząt stosowano samą atropine (5 mg 
*kg”1 i.p.), samą toksogoninę (5 mg: kg-t i.p.), atropine łącznie z DFP (30 sek. przed 
podaniem DFP), toksogoninę łącznie z DFP (30 sek. po podaniu DFP) oraz wyżej 
wymienione 3 substancje łącznie. Zwierzęta grup kontrolnych otrzymywały iniekcje 
takich samych objętości rozpuszczalnika. Po 60 min. od podania DFP zwierzęta 
dekapitowano i mózgi natychmiast umieszczano w zamrażarce w temp. —189C. 
Poziom GABA w całym mózgu oznaczano metodą spektrofluorymetryczną wg Sutto- 
na i Simmondsa (12). Grupy doświadczalne liczyły 12 zwierząt. 


2 Oznaczanie aktywności GAD w mózgu 


DFP stosowano i.p. w roztworze wodnym w dawkach odpowiadających 1/2, 1/5 
i 1/10 jego LD. Zastosowano poza tym analogiczny, jak w przypadku oznaczania 
GABA, układ doświadczenia. Aktywność GAD oznaczano metodą spektrofluoryme- 
tryczną wg Suttona i Simmondsa (12). Grupy doświadczalne liczyły 12 zwierząt. 


3. Analiza statystyczna 


Uzyskane wyniki zestawiono w postaci średnich i opracowano statystycznie po- 
sługując się testem t Studenta. 


4. Oznaczanie wpływu GABA na toksyczność ostrą DFP 


Grupom zwierząt, liczącym 6 sztuk, podawano i.p. różne dawki GABA 
(0,5 g:kg-!, 1,4 g-kg-}, 3,0 g-kg-! i 4,5 g'kg”1) i oznaczano jego wpływ na to- 
ksyczność ostrą (LD5) DFP. LD;, określano metodą Litchfielda i Wilcoxo- 
na (8), a uzyskane wyniki porównywano z toksyczhością ostrą samego DFP. 


WYNIKI 


DFP w dawkach odpowiadających 1/5, 1/10 i 1/20 jego LD; staty- 
stycznie istotnie podnosi, a w dawkach odpowiadających 1/2 i 1/40 jego 
LD;, pozostaje bez wpływu na poziom endogennego GABA w mózgu 
szczura. Podanie samej atropiny (5 mg'kg'1) lub samej toksogoniny 
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(5 mg-kg~!) nie wywołuje zmian w poziomie GABA, ale podanie ich 
łącznie z DFP zapobiega wywoływanym przez niego efektom (ryc. 1). 

DFP w dawce 1/2 i 1/5 LD; obniża istotnie, natomiast w dawce 1/10 
nie wpływa na aktywność GAD w mózgu. Atropina i toksogonina pozo- 
stają bez wpływu na aktywność GAD, ale zastosowane łącznie z DFP 
normalizują wywoływane przez niego zmiany (ryc. 2). 


* p<005 w porównaniu z kontrolą 
o p<005w porównaniu z DFP 


Hg GABA/1g tkanki 


KONTROLA 
AT 5mg.kg 

TX 5 mgk 

DFP 1/2 LDzg 
DFP 1/5 LDsp 
DFP 1/10 Dsg 
DFP 1/20 LDsp 
AT*DFP 1/2 LDzg 
AT*DFP 1/5 LDq 
AT+ DFP 1/10 LD 
AT* DFP 1/20 LDsg 
DFP1/2 LD TX 
DFP ¥5 LDzg+TX 
DFP 1/10 LDcp TX 
DFP 1/20 LDeqy TX 
AT+DFP U2LDsp 
AT* DEP 1/5 LDep 
AT+ DFP 1/20 LD; 


Ryc. 1. Wpływ DFP, atropiny (AT) i toksogoniny (TX) na poziom GABA w mózgu 
szczura 
The influence of DFP, atropine (AT) and toxogonine (TX) on the GABA level 
in a rat's brain 


* p<0,05 w porównaniu z kontrolg 
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Ryc. 2. Wpływ DFP, atropiny (AT) i toksogoniny (TX) na aktywność GAD w mózgu 
szczura 
The influence of DFP, atropine (AT) and toxogonine (TX) on the GAD activity 
in a rat’s brain 
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GABA w dawkach 0,5 i 1,5 g-kg™! stosowany i.p. 60 min. przed po- 
daniem DFP nie wpływa na toksyczność ostrą DFP. Dawka 3,0 g:kg 1 
zmniejsza toksyczność ostrą DFP, natomiast dawka 4,5 g:kg ! wyraźnie 
nasila tę toksyczność (tab. 1). 


Tab. 1. Wpływ GABA na toksyczność ostrą DFP 
The influence of GABA on the acute toxitocity of DFP 


GABA 


WE kE LD; DFP 


= 1,9 (1,65—2,18) 
0,5 2,35 (2,11—2,6) 

1,5 2,55 (2,26—2,86) 
3,0 3,05 (2,7 —3,44) 
4,5 0,88 (0,71—1,09) 


OMOWIENIE WYNIKOW 


Z przeprowadzonych badan wynika, ze DFP zastosowany w dawkach 
odpowiadających 1/5, 1/10 i 1/20 jego LD5 powoduje statystycznie istotny 
wzrost zawartości GABA w mózgu szczura przy równoczesnym obniżeniu 
aktywności GAD. Atropina nie powoduje zmian w układzie GABA-er- 
gicznym, jednakże zastosowana łącznie z DFP zapobiega zmianom wywo- 
ływanym przez ten związek. Atropina znosi też inne ośrodkowe i obwo- 
dowe objawy wywoływane przez DFP (4). Również toksogonina, reakty- 
wator AChE, normalizuje zmiany wywoływane przez DFP w układzie 
GABA-ergicznym, mimo że sama pozostaje bez pływu, zarówno na po- 
ziom GABA, jak i na aktywmość GAD. Jest to dowodem, że wpływ DFP 
na układ GABA-ergiczny odbywa się za pośrednictwem układu choliner- 
gicznego. i 

GABA w układzie nerwowym kręgowców tworzony jest podczas nie- 
odwracalnej reakcji dekarboksylacji z kwasu glutaminowego z udziałem 
GAD. Transaminacja GABA do semialdehydu bursztynowego i kwasu 
glutaminowego odbywa się z udziałem GABA-T (9). GAD jest enzymem 
trwałym post mortem, co zostało wykorzystane do oznaczania rozmiesz- 
czenia GABA w neuronach metodami histochemicznymi (11). Natomiast 
GABA-T wykazuje aktywność jedynie w warunkach tlenowych. W sta- 
nach hipoksji i post mortem aktywność tego enzymu gwałtownie spada (7). 
Z tego względu w warunkach zatrucia DFP poziom GABA może się zwię- 
kszać, mimo równoczesnego zmniejszenia aktywności GAD, nie tylko 
w wyniku nadmiernej stymulacji układu cholinergicznego, ale również 
w wyniku inaktywacji bardzo wrażliwej na działanie czynników toksycz- 
nych GABA-T. Jak wynika z wcześniejszych naszych badań, DFP wy- 
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wiera wpływ na inne poza AChE enzymy. Hamuje aktywność MAO 
i zmniejsza zużycie tlenu przez homogenaty tkanki mózgowej (6). 
Wzajemne powiązanie układów cholinergicznego i GABA-ergicznego 
zostały najlepiej poznane w drodze nigro-striatalnej. Neurony dopamino- 
we istoty czarnej są pod kontrolą neuronów GABA-ergicznych pochodza- 
cych z gałki bladej i jądra ogoniastego. Neurony GABA-ergiczne tych 
struktur są z kolei kontrolowane transsynaptycznie przez interneurony 
cholinergiczne prążkowia (3). Wykazano też obecność presynaptycznych 
receptorów cholinergicznych M i N, zlokalizowanych na neuronach prąż- 
kowia (1). DFP, nieodwracalny inhibitor AChE, nasila transmisję cho- 
linergiczną, zarówno receptorów M, jak i N, i na tej drodze moduluje 
funkcję innych układów neuroprzekaznikowych, w tym również układu 
GABA-ergicznego. Wzrost zawartości GABA w mózgu w wyniku dzia- 
łania DFP może stanowić odpowiedź na zaburzoną równowagę dynamicz- 
ną między układem cholinergicznym i GABA-ergicznym. Przemawia za 
tym działanie atropiny, która znosząc zwiększoną aktywność układu cho- 
linergicznego zapobiega występowaniu zmian w układzie GABA-ergicz- 
nym pod wpływem DFP. Z kolei GABA zastosowany i.p. w dawkach 
do 3,0 g-kg ! zmniejsza toksyczność ostrą DFP. Większe dawki nie wy- 
wierają tego działania, a nawet nasilają toksyczność DFP, co można tłu- 
maczyć toksycznością własną GABA, którego LDs) wynosi 5,4 g- kg”! (10). 
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Otrzymano 2 X 1980. 


PE3IOME 


B XCCJIEeĄOBAHKAX MpOBeyeHHbIX Ha CaMjaX Kphic poga BuctTap NOKA3AHO, YTO 
„DFP npuMeHneMblii BHYTPHOPIOLIMHHO B No3ax oTBedalommMx 1/5, 1/10 m 1/20 LDy 
IIOBBIINAeT ypoReHb TAMK B Mo3re, a B qo3ax 1/2 n 1/40 LD;, He BuuAeT Ha ypOBeHb 
3TOTO HeBpoMejJMaTopa. OTOT 3QQEKT AHTATOHM3UPyeT ATPOINMH (5 mr/Kr B/6) M TO- 
KCOTOHKH (5 MI/KT 3/6), XOTA ATPONKH M TOKCOTOHKH HpUMEHAEMBIE OTĄEJIBHO He 
BAMAIOT Ha ypoBeHb TAMK. DFP npuMeHdeMbIii B/6 B NO3ax OTBeUaIolrMx 1/2 m 1/5 
LD;yy IOHK2KAET AKTUBHOCTb IJIIOTAMMHOBOŃ J4eKApOOKCMIa3bI. DTOT scdpcdbekT HOpMa- 
HM3MPYeT ATDONMH M TOKCOTOHMH, KOTODBIe CAMBIE JIMIIEHBI BUMAHMA Ha AKTMBHOCTP 
cbepMmenTra. 

TipeąnolaraeTcA, YTO CTMMYJIAWUMA LWEHTPaNbHbIX XOJIMHEprMIECKUX peLenTopos 
BJIIMAeT Ha TAMK-eprnueckyro CHCTeMy MO3ra. 


SUMMARY 


In the experiments carried out on Wistar male rats it was found that DFP 
administered i.p. in doses corresponding to 1/5, 1/10 and 1/20 LD;, increased the 
GABA level in a rat's brain. In doses of 1/2 and 1/40 LDy, it did not change this 
neurotransmitter’s level. This effect was antagonized by atropine (5 mg/kg i.p.) . 
and toxogonine (5 mg/kg i.p.), while atropine or toxogonine administered separately 
did not influence on the GABA level. DFP administered i.p. in doses corresponding 
to 1/2 or 1/5 LD; decreased the activity of GAD. This effect was reversed by 
atropine and toxogonine, while given alone these compounds did not change the 
activity of this enzyme. 

The result suggested that the stimulation of the central cholinergic receptors 
may have an influence on the GABA-ergic system. 


